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über eine verbesserte Arbeitsweise zur serologischen Bestimmung 
des Y-Virus in der Kartoffelpflanze*) 
Von Marko Vulic und Bruno Arenz, Bayer~ Landessaatzuchtanstalt Weihenstephan 
I. Einleitung 
Die serologischen Untersuchungsverfahren haben 
unter dem Druck der letzten stärkeren Infektionsjahre, 
namentlich mit dem Rippenbräune-Virus (RBV), bei der 
Kartoffel eine erhebliche Ausdehnung in der Anwen-
dung gefunden. Ihre besonderen Vorzüge liegen in der 
Eignung zur Serienarbeit, in der kurzfristigen Aussage 
des Untersuchungsergebnisses und vor allem in der Er-
fassungsmöglichkeit auch eines latenten Virusbefalls. 
Allgemein wird die Serologie daher als Ergänzungs-
untersuchung zur Augenstecklingsprüfung angewandt, 
um die hier gestellte Diagnose auf manifeste Virus-
erkrankungen durch Erfassung des latenten Befalls zu 
vervollständigen. Diese Ergänzung ist von besonderer 
Wichtigkeit, weil gerade das RBV bei der Kartoffel eine 
ausgeprägte Neigung zur Latenz besitzt (1, 2, 3) und 
ohne die Möglichkeit einer Offenlegung der „ unter der 
Decke" weitergreifenden Verseuchung ganzer Sorten 
kein Einhalt geboten werden kann. 
In der Bundesrepublik Deutschland wird das für die 
Untersuchungen benötigte Serum von der Biologischen 
Bundesanstalt Braunschweig, Institut für Virusserologie, 
geliefert, und es wird auch die Testung allgemein nach 
dem dort von Bartels erarbeiteten Verfahren (4, 6, 7) 
durchgeführt. Auch an der Bayer. Landessaatzuchtanstalt 
in Weihenstephan, an der jährlich große serologische 
Untersuchungsserien du1rch die Uberwachung der Erhal-
tungszüchtung und des Vermehrungsmaterials anfallen, 
haben wir nach diesen Methoden gearbeitet. In den 
langjährigen Routineuntersuchungen immer wiederkeh-
rende Schwierigkeiten und der allgemein stetig anstei-
gende Kosten- und Arbeitsaufwand zwangen uns aber 
dazu, jeder Chance einer etwaigen methodischen Auf-
wandsverringerung und jeder Möglichkeit einer Er-
höhung der Arbeitssicherheit nachzugehen. 
•i Vorläufige Mitteilung von Teilergebnissen einer Dis-
sertation der Fakultät für Landwirtschaft der Techn. Hoch-
schule München. 
II. Betrachtungen über das Untersuchungsmaterial 
1. Die Viruskonzentration in Abhängigkeit 
vom Alter der Stecklinge 
Die größten Schwierigkeiten traten uns immer wieder 
im Untersuchungsobjekt, also in der Pflanze selbst bzw. 
in dem zu bearbeitenden Steckling, entgegen. Je nach 
dem Vegetationsalter bzw. nach dem physiologischen 
Reifestadium lassen sich an den verschiedenen Insertio-
nen mit Sicherheit Y-befallener Stecklinge gleichzeitig 
positive und negative serologische Befunde nebenein-
ander erarbeiten. Ebenso können an der gleichen Pflanze 
positive und unspezifische Reaktionen beobachtet wer-
den (5). Diese Tatsache hat ja auch zu der Empfehlung 
geführt, die Proben möglichst im Alter von 5 Wochen 
mit dem ersten ausgewachsenen Blatt unter dem Wipfel 
zu entnehmen. (4, 7). Diese Empfehlung setzt aber vor-
aus, daß die zu untersuchende Gesamtprobe altersmäßig 
nur völlig ausgeglichene Stecklinge besitzt, eine ·Vor-
aussetzung, die besonders bei der Stecklingsanzucht im 
frühen Herbst nicht zu verwirklichen ist. Nicht selten 
geht in einer Probe, bedingt durch Auflaufverzögerun-
gen, das Alter der Stecklinge um 8 bis 10 Tage ausein-
ander, so daß sie die verschiedensten Altersstufen ent-
hält. Weiterhin setzt das Abwarten des optimalen Alters 
voraus, daß die Proben schlagartig serologisch ab-
gearbeitet ·werden können, denn Uberständigkeit führt 
zur Häufung unspezifischer Reaktionen. Dadurch ent-
stehen Arbeitsspitzen, die nicht nur den Arbeitsablauf 
erschweren, sondern bei der Personalknappheit über-
haupt nicht zu bewältigen sind. 
Wir haben uns deshalb veranlaßt gesehen, mit dem 
Ziel, konkrete Unterlagen über die optimale Unter-
suchungsmöglichkeit zu gewinnen, spezielle Versuchs-
reihen durchzuführen. Dabei wurden aus Y-befallenen 
Knollen der Sorten Bona und Oberarnbacher Frühe 
Stecklinge unter unseren üblichen Anzuchtbedingungen 
herangezogen (Boden: sehr nährstoffarmer Miozänsand, 
abgedüngt mit 5 g Nitrophoska blau je 10 kg Sand, Tem-
peratur je nach Lichtintensität zwischen 10° und 20° C). 
Diese wurden in 4 Altersgruppen und zwar 17 bis 19, 
23 bis 25, 33 bis 34 und 41 bis 42 Tage nach dem Einlegen 
serologisch untersucht, und zwar vom untersten Blatt 
beginnend bis zum Wipfel, jedes Blatt getrennt für sich. 
Die einzelnen Altersgruppen standen mit je 10 Wieder-
holungen zur Verfügung. Die Untersuchung wurde nach 
der weiter unten beschriebenen Methodik durchgeführt, 
wobei eine Einstufung der Präzipitationsstärke von 0 
bis 2,0 vorgenommen wurde. 
Die Ergebnisse dieser1 Untersuchungen sind in den 
graphischen Darstellungen 1 bis 4 aufgezeichnet. Aus 
ihnen ergibt sich, daß im Alter von 17 bis 19 Tagen nach 
dem Einlegen (Darst. 1) die serologisch meßbare Virus-
konzentration in den Spitzenblättern noch sehr gering, 
für Serienarbeiten kaum faßbar, ist, zu den unteren Blät-
tern hin aber stark zunimmt. Auch im Alter von 23 bis 
25 Tagen (Darst. 2) ist noch die gleiche Tendenz des Kon-
zentrationsanstiegs von oben nach unten eindeutig fest-
stellbar. Innerhalb dieses Zeitraums, also im Alters-
stadium von 21/ 2 bis 31/ 2 Wochen nach dem Einlegen, 
lassen sich schon sichere serologische Befunde an den 
untersten Blättern erarbeiten, während die Spitzenzonen 
zu diesem Zeitpunkt noch unsicher sind. In den . Unter-
suchungsstaffeln 33 bis 34 Tage (Darst. 3) ist dagegen die 
Konzentration in der gesamten Pflanze völlig aus-
gewogen, und es ist das Y-Virus in den Blättern aller 
Regionen mit gleich gutem Effekt serologisch faßbar. Bei 
den noch älteren Pflanzen mit 41 bis 42 Tagen (Darst. 4) 
fällt dagegen die Viruskonzentration, umgekehrt wie 
bei den jungen Pflanzen, von den Spitzenblättern zu den 
untersten Blättern hin ab, wobei die Konzentration in 
den unteren Blättern auch absolut zurück.geht. Gleich-
zeitig treten mit der Erreichung des Konzentrationsopti-
mums in den Spitzenblättern bei den unteren Blättern 
gehäuft unspezifische Reaktionen auf. Diese Ergebnisse 
decken sich mit den Untersuchungen von Barte 1 s (5). 
Obgleich also auch bei uns in der 5. Woche das Virus-
optimum mit einer ausgeglichenen Konzentration in 
allen Regionen erreicht ist, halten wir diesen Zeit-
punkt doch nicht für das Untersuchungsoptimum, 
denn die bereits vom 17. Tage ab in den unteren 
Blättern erreichte Viruskonzentration wird auch absolut 
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Darst. 1. Ergebnisse der serologischen Untersuchung von Ein-
zelblättern der Sorten Bona und Ob. Frühe, Alter 17 bis 19 Tage. 
(Einstufung der Präzipitatstärke von O bis 2) . 
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zu keinem späteren Zeitpunkt und in keiner Region des 
Stecklings mehr überboten. Sie bleibt aber über 
3-Wochen-Untersuchungen hin konstant. Bei Heranzie-
hung der untersten Blätter für die serologische Prüfung 
liegt das Untersuchungsoptimum bei einem Alter der 
Probe von etwa 31/2 Wochen (Berücksichtigung des 
Wachstumsrhythmus, Pflanzenhöhe etwa 10 cm}. Zu die-
sem Zeitpunkt sind, auch bei einer Altersstreuung von 
8 bis 10 Tagen in der Probe, die jüngeren Stecklinge mit 
Sicherheit greifbar, gleichzeitig wird aber die Alters-
phase mit der Neigung zu unspezifischen Reaktionen 
vermieden. Darüber hinaus läßt sich, bei altersmäßig gut 
ausgeglichenen Proben, durch den zeitlichen Spielraum, 
den die Konzentrationskonstanz der unteren Blätter ge-
währleistet, eine gute Arbeitsverteilung in den sero-
logischen Untersuchungen erreichen. Als Folgerung für 
· die Praxis der Serienarbeit ergibt sich folgende Hand-
habung : 
Die Stecklinge werden 8 bis 10 ,Tage nach Auflaufen 
von links nach rechts größenmäßig aussortiert. Zu die-
sem Zeitpunkt noch nicht aufgelaufene Stecklinge schei-
den für die serologische Prüfung aus. Diese wird bei 
Heranziehung der untersten Blätter durchschnittlich 31/2 
Wochen nach dem Einlegen bzw. etwa 21/ 2 Wochen nach 
dem Auflaufen angesetzt. 
2. Die Viruskonzentration in A bhängigke_i t 
von der Sorte 
und den Infektionsverhältnissen 
Bei unseren Arbeiten (3) über die Untersuchung der 
Sortenresistenz gegenüber verschiedenen Y-Virus-
Stammgruppen machten wir die Feststellung, daß die 
Viruskonzentration in den Stecklingen auch in starker 
Abhängigkeit vom Resistenzcharakter der Sorte und 
von den jeweiligen Infektionsverhältnissen steht. Der 
erste Nachbau von Sorten, die im Glashaus einer gelenk-
ten Y-Infektion (RBV) und anschließend einer Früh- und 
Normalernte unterworfen waren, wurde klonweise in 
der Augenstecklingsprüfung angezogen und abschlie-
ßend serologisch und parallel in Abreibung auf A 6 über-
prüft. In der Gegenüberstellung der resistenten und der 
anfälligen Sorten ergaben sich folgende Feststellungen: 
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Darst. 2. Ergebnisse der serologischen Untersuchung von Ein-
zelblättern der Sorten Bona und Ob. Frühe, Alter 23 bis 25 Tage. 
(Einstufung der Präzipitatstärke von O bis 2). 
Tabelle 1. Ergebnisse der Augenstecklingsprüfung, Serologie und Abreibung, getrennt nach Frührodung und Normalrodung 
für die RBV-Infektionsreihe der Infektionsversuche 1959 
Frührodung Normalrodung 
kranke latent kranke latent in Sero!. -, in Sero!.- , Resistenz- Knollen davon in Sero!. Knollen davon in Sero!. 
gruppe je infiz. manifest und Ab- Abreibung + je infiz. manifest und Ab- Abreibung + 
Staude reibung + über 20 1 1- 20 Staude reibung + über 20 1 1-20 L äsionen 
· Läs~nen Läsionen Läsionen 
in % % % % in % % % % % 
I 8,37 21,2 26,9 32,7 
II 26,75 34,6 40,l 16,3 
III 49,17 47,6 34,9 8,4 
IV 75,71 59,3 31,3 5,1 
In der Frührodung waren also von den tatsächlich 
infizierten Knollen der anfälligen Sortengruppe IV be-
reits 90,6 0/o mit manifesten Krankheitserscheinungen 
oder als latente Träger in der Serologie faßbar. In der 
resistenten Sortengruppe I betrug dieser Anteil nur 
48,1 0/o. Diese niedrige Quote der Greifbarkeit ist zwei-
fellos durch eine geringe Viruskonzentration bei den 
Stecklingen der resistenten Sorten bedingt. Dies weist 
der hohe Prozentsatz (19,2 0/o) der kranken Stecklinge 
aus, die auch bei der Abreibung auf A 6 unter 20 Läsio-
nen blieben. Bei der Normalrodung liegen die Relatio-
nen zwischen den Sortengruppen ähnlich, jedoch ist hier 
die Neigung zur Latenz und die Neigung zu niedrigen 
Konzentrationen allgemein abgeschwächt. Daraus er-
hellt, daß auch der Zeitpunkt der Infektion bzw. die 
Dauer des Zeitabschnittes zwischen Infektion und Ernte 
auf die Viruskonzentration in der nachfolgenden Steck-
lingsprüfung von Einfluß ist. Mit wechselnden, z. T. sehr 
niedrigen Konzentrationen in Abhängigkeit von Sorte 
und Infektionszeitpunkt muß also in Serienuntersuchun-
gen im Nebeneinander stets gerechnet werden. Sie sind 
der unbekannte und zu suchende Faktor X, der durch die 
Erziehung der Steddinge und durch ihr physiologisches 
Alter nur relativ beeinflußbar ist. 
III. Betrachtungen zur Untersuchungsmethodik 
Es liegt aber auf der Hand, daß gerade die Erfaßbar-
keit der niedrigen Konzentrationen für die Erhaltungs-
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Darst. 3. Ergebnisse der serologischen Untersuchung von Ein-
zelblättern der Sorten Bona und Ob. Frühe, Alter 33 bis 34 Tage. 
(Einstufung der Präzipitatstärke von O bis 2). 
19,2 16,27 32,1 22,7 29,6 15,6 
9,0 54,19 54,6 28,4 11,4 5,6 
9,1 74,11 58,9 20,3 13,4 7,4 
4,3 94,66 68,3 23,7 5,3 2,7 
züchtung besonders wichtig ist. Wir haben deshalb wei-
ter versucht, durch methodische Umgestaltungen in der 
Arbeitssicherheit der Serologie weiterzukommen. Ab-
gesehen von den arbeitswirtschaftlichen Vor- und Nach-
teilen und von dem kostenmäßig stark ins Gewicht fal-
lenden abweichenden Bedarf an Antiserum, unterschei- 1 
den sich die Methoden nach van Slogteren (10) und 
Barte 1 s (4, 7) grundlegend in folgenden Punkten: 
Barte 1 s arbeitet mit unverdünntem Preßsaft, ein-
stündiger Zentrifugation und nur dreiviertel- bis ein-
stündiger Bebrütungs- bzw. Inkubationszeit bei 25° C. 
Die Dauer der Inkubationszeit findet dabei fraglos aus 
methodischen Gründen ihre Begrenzung, denn der groß-
flächige, offen auf dem Objektträger liegende Tropfen 
beginnt bei der vorgeschriebenen Temperatur von 25° C 
nach 1 Stunde, auch bei hoher Luftfeuchtigkeit im Brut-
schrank, einzutrocknen. Dadurch wird das einwandfreie 
Ablesungsergebnis gestört. Van S 1 o g t er e n nimmt 
eine Konzentrationsminderung des Virus durch Ver-
dünnung des Preßsaftes in Kauf, setzt die Zentrifuga-
tionszeit herab, verlängert aber die Inkubationszeit bei 
Zimmertemperatur auf durchschnittlich 3 Stunden. Diese 
Möglichkeit schafft er dadurch, daß er zur Vermeidung 
einer Verdunstungsgefahr die Objekte mit Paraffinöl 
überschichtet. Dadurch wird allerdings die Methode für 
große Serien erschwert. Die Erfahrungen lehrten uns 
aber, daß die Dauer der Bebrütungszeit tatsächlich von 
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Darst. 4. Ergebnisse der serologischen Untersuchung von Ein-
zelblättern der Sorten Bona und Ob. Frühe, Alter 41 bis 42 Tage. 
(Einstufung der Präzipitatstärke von O bis 2) . 
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Bedeutung für das Zustandekommen der sichtbaren Prä-
zipitation ist, denn bei Ablesungen in bestimmten Zeit-
intervallen !raten mit Verzögerung spezifisch positive 
Reaktionen ein, die nach 1 Stunde nicht faßbar waren. 
Diese zeitlich verzögerten Präzipitationen müssen nach 
Arbeiten von Matt h e w s (9) dann erwartet werden, 
wenn in der Region des Antiserumüberschusses eine 
konstante Antiserumkonzentration in Reaktion mit fort-
schreitend verdünnten Viruslösungen gebracht wird. 
Nach seinen Ergebnissen erhöht sich dabei für jede auf 
die Hälfte herabgesetzte Viruskonzentration die Präzi-
pitationszeit um ungefähr das Doppelte. Deshalb darf 
unseres Erachtens die Entwicklungszeit der Präzipitation 
nicht von den technischen Notwendigkeiten der Methode 
(Gefahr der Austrocknung) diktiert sein, sondern sie 
muß auf die etwa zu erfassenden Virus_konzentrationen 
abgestellt werden. 
Die Notwendigkeit und RichUgkeit dieser Auffassung 
bestätigte folgende Versuchsreihe: 
Aus den Blättern von Stecklingen der Sorte Bona, 
Alter 24 Tage, wurde Preßsaft gewonnen. Davon wur-
den 3 Abteilungen abgezweigt und nach grober Reini-
gung (10 Min. Zentrifugation bei 3000 Umdrehungen je 
Min.) im Verhältnis 1 :1, 5:1 und 10:1 mit Antiserum ver-
setzt. Zur Herstellung dieser Reihe wurde das Antiserum 
verdünnt, so daß immer das Volumen 1 :1 erhalten blieb. 
Nach gutem Durchschütteln wurde wieder zentrifugiert 
(10 Minuten bei 5000 Umdrehungen je Minute) und da-
nach die überstehende Lösung auf A 6 in 4facher Wie-
derholung abgerieben. Mit dem Rest des unbehandelten 
Preßsaftes wurde mit physiologischer Kochsalzlösung 
folgende Verdünnungsreihe angelegt: 
1/2, 1/41 1/s, 1/ia, 1/32, 1/04 1 1/12s, 1/250. 
Jede Verdünnungsstaffel wurde nach nochmaliger 
Zentrifugation in 4facher Wiederholung ebenfalls auf 
A 6 abgerieben und gleichzeitig, ebenfalls in 4facher 
Wiederholung, zur serologischen Reaktion angesetzt. 
Die serologische Untersuchung wurde nach der weiter 
unten beschriebenen, von uns erarbeiteten Methode 
durchgeführt. Die Ablesung der Präzipitation fand nach 
1, 2, 3, 5, 8, 24 und 32 Stunden statt. Vergrößerung wie 
bei den Serienarbeiten 72fach. Bei der Ablesung wurde 
die Präzipitationsstärke von O bis 2,0 bonitiert. 
Die Abreibung der überstehenden Preßsäfte nach Zu-
satz von Antiserum und Zentrifugation erbrachte auf 
A 6 folgende Läsionszahlen: 
Verhältnis 
Preßsaft : Antiserum 
1 : 1 
5: 1 
10: 1 
Tabelle 2. 
Zahl der Läsionen 
(/) aus 4 Wiederholungen 
5,5 
77,2 
211,0 
Daraus ergibt sich, daß bei einem Mengenverhältnis 
Preßsaft/Antiserum = 1:1 fast die ganze Virusmenge ge-
bunden werden konnte, so daß nahezu das Reaktions-
gleichgewicht Antigen-Antikörper erreicht war. 
Bei der nachfolgenden Verdünnungsreihe mit physio-
logischer Kochsalzlösung wurde also mit Sicherheit, bei 
Herstellung von Volumengleichheit verdünnter Preß-
saft/Antiserum = 1 :1, im Gebiet des Antiserum- bzw. 
Antikörperüberschusses gearbeitet. Bei dieser Reihe er-
gaben sich die in Tab. 3 zusammengestellten Werte der 
Abreibung bzw. der serologischen Unte,rsuchung. 
Diesen Werten ist eindeutig zu entnehmen, daß mit 
dem zunehmenden Absinken der Viruskonzentration, 
auch_ unter unseren methodischen Verhältnissen, eine 
entsprechende Verzögerung der sichtbaren Präzipitation 
eintrat. Während nach 1 Stunde nur bei den 3 höchsten 
Konzentrationen erst ein relativ schwach positiver Be-
fund ermittelt werden konnte, waren nach 24 Stunden 
selb!;it die niedrigsten Konzentrationen (auf A 6 = 1,8 
bzw. 1,5 Läsionen) serologisch greifbar. Weiterhin er-
wies sich, daß auch die Stärke der Präzipitation ebenfalls 
in deutlicher Zeitabhängigkeit steht. Bei den höheren 
Konzentrationen war erst nach 8 Stunden, bei den nied-
rigeren (ab Verdünnung 1/16) erst nach 24 Stunden das 
Präzipitationsoptimum erreicht. 8 Stunden reichten so-
gar noch nicht aus, um die niedrigsten Konzentrationen 
überhaupt faßbar zu machen. 
Nach diesen Tatsachen muß der Aufbau einer Unter-
suchungsmethodik ausgerichtet werden. In unseren 
Serienuntersuchungen ist die Viruskonzentration der 
Preßsäfte der unbekannte Faktor X, der wechselnd hoch 
und niedrig sein kann. Bekannt und konstant zu halten 
ist der Titer und die Menge des Antiserums. Da bei die-
ser Konstanz die Zeitdauer der sichtbaren Präzipitation 
eine Resultante der jeweiligen Viruskonzentration ist, 
muß die Methodik einen so weitreichenden Inkubations-
zeitraum gewährleisten, daß in ihm auch die niedrigsten 
noch faßbaren Viruskonzentrationen zur Präzipitation 
kommen können. Wie die Versuchsreihe zeigt, waren 
erst in einem Inkubationszeitraum von 24 Stunden alle 
Viruskonzentrationen greifbar, die von 118 bis zu 1 bis 
2 Läsionen auf A 6 herunter reichten. 
IV. Die Untersuchungsmethodik in Weihenstephan 
Ausgehend yon der Untersuchungsmethodik nach 
Barte 1 s (4, 6, 7) in der Kombination mit dem Mikroprä-
zipitationstest nach van S 1 o g t er e n (10) haben wir 
nach Ubergängen (8) auf Grund unserer Erfahrungen in 
der Serienarbeit und vor allem aufbauend auf weit-
greifenden speziellen Untersuchungen (Diss. V u 1 i c) 
folgende Arbeitsweise entwickelt: 
Unter Berücksichtigung der in Kapitel II, 1 mitgeteil-
ten Probenahme wird mittels der am Pflanzenschutzamt 
Tabelle 3. Ergebnisse über die Zeitabhängigkeit der Präzipitation bei abnehmender Viruskonzentration (Y-Virus) im 
Pflanzenpreßsaft 
Ver-
dünnung 
des 
Preßsaftes 
auf 
<>8 
1/2 
11. 
1/a 
1/16 
1/a2 1/s, 
1/128 
1/256 
Zahl der 
Läsionen 
auf A6 · 
0 von4 
Wieder-
holungen 
118,2 
68,0 
37,5 
10,2 
8,2 
3,5 
1,8 
1,5 
1 Std. 
ohne 1 
Licht _ 
0,1 
0,3 
0,1 
0 
0 
0 
0 
0 
Eintritt und Stärke der Präzipitation bei einer lnkubationsdauer von 
mit 
Licht 
0,6 
0,4 
0,1 
0,1 
0 
0 
0 
0 
2 Stdn. 
ohne I mit 
Licht _ Licht 
0,8 
0,8 
0,2 
0,1 
0 
0 
0 
0 
1,4 
1,0 
0,4 
0,1 
0 
0 
0 
0 
3 Stdn. 
ohne I mit 
Licht _ Licht 
1,4 
1,3 
0,5 
0,2 
0,1 
0 
0 
0 
1,6 
1,4 
0,7 
- 0,2 
0,1 
0 
0 
0 
5 Stdn. 1 8 Stdn. 1 24 Stdn. 1 32 Stdn. 
1,7 
1,4 
1,0 
0,6 
0,2 
0,1 
0 
0 
1,8 
1,4 
1,2 
0,9 
0,4 
0,1 
0 
0 
1,8 
1,4 
1,2 
1,2 
0,9 
0,4 
0,2 
0,1 
1,8 
1,4 
1,2 
1,2 
0,9 
0,5 
0,2 
0,1 
Hannover entwickelten Presse Preßsaft gewonnen und 
in die üblichen Zentrifugengläschen (1 ml) gefüllt. Im 
Röhrchen wird dieser Preßsaft im Volumenverhältnis 1 :1 
mit physiologischer Kochsalzlösung verdünnt und gleich-
zeitig gut durchgeschüttelt. Nach dieser Vorbereitung 
eines Untersuchungsblocks wird dieser auf 15 Minuten 
in ein Gefrierfach bei -10° C verbracht. Dadurch wird 
erreicht, daß die Stoffe, die die Neigung zu unspezi-
fischen Reaktionen begünstigen, koagulieren und in der 
· anschließenden Zentrifugation ausgeschleudert werden. 
Das Zentrifugieren schließt sich ·unmittelbar nach der 
Herausnahme aus dem Gefrierfach an und wird mit einer 
Dauer von 10 Minuten bei 5000 Umdrehungen je Minute 
durchgeführt. Die Röhrchen werden blockweise bis zur 
Beendigung der Untersuchung aufgehoben. Tritt noch 
eine gelegentliche unspezifische Reaktion in Erschei-
nung, so läßt sich nach nochmaliger Zentrifugation eine 
2. Untersuchung durchführen. In einem daneben laufen-
den zweiten Arbeitsgang wird die Ausbringung des 
Serums vorgenommen. Dazu werden Petrischalen 
· (Anumbraschalen) verwendet, die mit einem wasserab-
stoßenden Film auszukleiden sind. Dieser wird so ge-
wonnen, daß man eine 3 °/oige Mowitallösung (3 ccm 
Mowital F 40 in 100 ccm Chloroform) herstellt und diese 
von Schale zu Schale übergießt. Nach dem sehr schnellen 
Abtrocknen wird den Petrischalen eine Quadrat-
schablone mit 30 Kreuzungspunkten untergelegt, auf die 
in wechselnder Reihenfolge Antiserum und Normal-
serum eingebracht wird. In einer Petrischale s-ind also 
15 Untersuchungsproben enthalten. Das Ausbringen des 
Serums geschieht mit Kapillarpipetten, wobei die Tröpf-
chengröße so gewählt ist, daß aus 1 ccm Serum 130-150 
Proben angesetzt werden können. 
Nach der Zentrifugation wird mit abgerundeten Glas-
stäbchen der Preßsaft aus dem Röhrchen und zwar aus 
der oberen Schicht, entnommen. Der vom Glasstab auf-
genommene Tropfen ist so bemessen, daß er der doppel-
ten Menge des Serumtropfens entspricht, so daß ein 
Mengenverhältnis reiner Preßsaft/Serum = 1 :1 besteht. 
Die beschickten Petrischalen werden mit beschrifteten 
Deckeln (Kennzeichnung der Serie usw.) geschlossen 
und kommen in einen Kühlschrank bei 10-12° C, der 
mit einer Neonlichtquelle von etwa4000 Lux ausgestattet 
ist. Die Schalen können übereinander gestapelt werden 
und benötigen so nur einen geringen Platz. Das Arbei-
ten bei der niedrigen Te~peratur verhindert die Ver-
dunstung und macht damit eine Uberschichtung mit 
Paraffinöl überflüssig. Der Lichteinfluß begünstigt nach 
unseren Beobachtungen, besonders zu Beginn, Eintritt 
und Ausprägung der Präzipitation (s. auch Tab. 3). Nach 
einem ersten Inkubationsabschnitt von 3 Stunden unter 
Licht werden die Petrischalen in einen dunklen Kühl-
schrank übergesetzt und verbleiben hier bis zur Unter-
suchung. Diese wird in der Regel nach 24 Stunden unter 
dem Mikroskop bei 72facher Vergrößerung durchgeführt. 
Bei Aufheben der Proben über Zeiträume, die über 30 bis 
40 Stunden hinausgehen (arbeitsfreie Tage), k,ann even-
tuell mit Paraffinöl überschichtet werden. 
Die beschriebene Methode bietet neben der Erfüllung 
der Hauptvoraussetzung, daß die Inkubationszeit auch 
auf die niedrigen Konzentrationen abgestellt sein muß, 
folgende Vorteile: 
1. Trotz kurzer Zentrifugationszeit ist der zu unter-
suchende Preßsaft völlig geklärt. · 
2. Ein Großteil unspezifischer Eiweißstoffe koagulieren 
vor der Zentrifugation und fallen bei dieser aus, so 
daß sie nicht erst während des Inkubationszeitraumes 
störend eintreten. 
3. In dem kleinen halbkugeligen Tropfen konzentriert 
sich das silberhelle Präzipitat, fraglos begünstigt durch 
die Belichtung und durch die Oberflächenspannung, 
zentral an der Kuppe und tritt damit kompakt in Er-
scheinung. So werden Abstufungen und vor allem 
niedrige Konzentrationen leichter faßbar. 
4. Der Serumverbrauch wird durchschnittlich im Verhält-
nis 5 : 1 gesenkt. 
5. Der Arbeitsablauf ist völlig kontinuierlich gestaltet, da 
unter Einschluß der langen Inkubationszeit der Zeit-
abschnitt der Vorbereitung bis zum Ablesen am 
Mikroskop nur einmal, zu Beginn der Untersuchungs-
periode, gerechnet werden muß. Bereits am 2. Tage ist 
ein glattes Nebeneinand·er aller Arbeitsgänge ge-
geben. 
V. Zusammenfassung 
1. Zeitlich gestaffelte serologische Untersuchungen an 
Stecklingen, die ein:zelblattweise je Pflanze durchge-
führt wurden, haben gezeigt, daß der optimale Unter-
suchungzeitpunkt bei Heranziehung der untersten 
Blätter bei 31/2 Wochen Alter der Stecklinge liegt. Die 
untersten Blätter werden deshalb herangezogen, weil 
bei ihnen die optima'le Viruskonzentration bereits 
nach 17 Tagen erreicht ist und über 3 Wochenunter-
suchungen hin eine Konstanz aufweist. Demgegen-
über ist die optimale Viruskonzentration in der Wip-
felzone erst bei 5 Wochen festzustellen. Zu diesem 
Zeitpunkt ist allerdings auch eine ausgeglichene Virus-
konzentration in allen Regionen der Pflanze gegeben. 
Es besteht aber gleichzeitig die Gefahr, daß bereits bei 
einem Teil o.er Blätter unspezifische Reaktionen ein-
treten können. 
2. Die Viruskonzentration in Stecklingen steht in star-
ker Abhängigkeit von Sorte und Infektionszeitpunkt. 
3. Bei serologischen Untersuchungen bestätigt sich die 
Inkubationsdauer der Präzipitation im Gebiet des 
Antiserumüberschusses als eine Resultante der jewei-
ligen Viruskonzentration. 
4. Es wird über die Ausarbeitung einer serologischen 
Untersuchungsmethode berichtet, die erhöhte Arbeits-
sicherheit bei gleichzeitiger Kosten- und Zeitersparnis 
bietet. 
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